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PROMOTEUR PERMETTANT L'EXPRESSION DE TRANSGENES DANS 
TOUTE LA PLANTE HORMIS DANS LA GRAINE 

5 La presente invention conceme risolement et la caracterisation d'un promoteur qui 
permet Texpression de transgenes dans la plante adulte, a des fins d'amelioration du 
developpement de la plante, sans que le produit de ce transgene soit present dans la 
graine mature et seche. L' invention a egalement trait aux plantes transgeniques 
comportant un gene d'interet fusionne a ladite sequence promotrice. 

10 

Les techniques de biologic moleculaires permettenl actuellement de modifier le 
patrimoine genetique des vegetaux pour en changer les composantes qui contrdlent la 
production, la qualite ou la sante. La specificity d'expression des transgenes introduits 
repose essentiellement sur T utilisation de sequences promotrices de plantes ou de 

15 microorganismes. La recherche de promoteurs specifiques est done d'une importance 
capitale pour les biotechnologies vegetales. Les graines constituent une composante 
importante de T agriculture, en tant que semences, mais egalement dans Talimentation 
ou rindustrie de transformation. A ce titre, la presence de proteines et produits 
nouveaux dans la graine peut poser des problemes. II apparait done interessant de 

20 pouvoir disposer d'un promoteur actif dans tous les tissus vegetatifs, mais inoperant 
dans les graines. 

Les caracteristiques d'une graine vont dependre des interactions entre la maturation, 
sous contrdle d^un programme genetique specifique, et des conditions de 

25 renvironnement qui conditionnent pour une bonne part la production ult^rieure. Les 
mecanismes regulateurs de ces phenomenes restent cependant largement incompris. II 
existe done un reel interet a maintenir une bonne qualite des lots de semences. Or, le 
developpement des plantes transgeniques posent de nouveaux problemes, notamment 
lies a Texpression de genes heterologues dans les graines desdites plantes. En effet, la 

30 presence de proteines ou de polypeptides dans les graines peut avoir des consequences 
n^fastes sur ieur capacite a germer ou sur leur qualite. En outre, si la population se 
familiarise de plus en plus avec Tid^e que les plantes comestibles peuvent etre 
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modifiees geneliquement des graines comestibles conlenanl le produit de transgenes 
pourraient ne pas elre facilement acceptees. 

Ainsi, robjectif a la base de la presente invention est d'identifier un promoteur qui 
5 permettrait une expression forte d'un transgene dans tous les tissus des plantes sauf 
dans la graine. 

A cet effet, le piegeage de promoteur (« promoter trapping »), un outil puissant pour 
dissequer des processus developpementaux (Topping and Lindsey 1995 pour revue), a 

10 ete mise en oeuvre. Cette strategic est basee sur 1' utilisation d^un vecteur de 
transformation des plantes possedant, a Tune de ses extremites, un gene rapporteur 
(GUS ou GFP le plus souvent) sans promoteur. Si 1' insertion se realise dans une region 
codante et si la sequence du gene rapporteur est en phase, il y aura fusion 
traductionnelie entre la proteine endogene et la proteine du gene marqueur. Les 

15 strategies de piegeage de gene pr6sentent un avantage majeur vis-a-vis de la 
mutagenese insertionnelle classique car le phenotype (expression du gene rapporteur 
GUS) est dominant. Cette dominance du phenotype (GUS) permet de suivre les alleles 
mutes a I'etat heterozygote. Ceci est tres interessant pour Tetude de mutations qui sont 
letales a I'etat homozygote. Cette approche permet egalement de caracteriser un gene 

20 par son expression. 

II a ete trouve lors de I'accomplissement de la presente invention, qu'une insertion 
d'un gene rapporteur dans le gene codant pour une proteine de type « fatty acid 
hydroxylase » (FAH) d' Arabidopsis conduit a une expression dans tous les tissus de la 

25 plante sauf dans la graine. Ce type de promoteur est d'un tres grand interet pour des 
applications biotechnologiques. II permet de faire exprimer une proteine d'int6rSt des 
rimbibition dans tous les tissus de la plante, avec un niveau d'expression eleve, hormis 
dans la graine. On pent done, par exemple, proteger une plante contre de nombreux 
stress biotiques ou abiotiques sans modifier le contenu de sa graine. On peut egalement 

30 faire exprimer une sequence antisens dirigee contre un gene cible dans tous les tissus 
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Description 

Ainsi, la presente invention conceme une sequence promotrice permettant Texpression 
d'un gene d'interet dans les tissus d'une plante hormis dans la graine en maturation et 
5 dans la graine seche, ladite sequence comprenanl une sequence ayant au moins 80% 
d'identite avec la sequence ou une portion de la sequence du promoteur du gene de la 
FAH d'Arabidopsis. 

De preference, cette sequence comprend une sequence ayant au moins 80% d'identite 

10 avec la sequence ou une portion de la sequence SEQ ID N°l . 

On entend par « % d'identite » le pourcentage de nucleotides identiques qui peut 
facilement etre calcule par Thomme du metier en utilisant un programme informatique 
de comparaison de sequence tel que le programme DNASIS (Version 2.5 pour 
Windows ; Hitachi Software Engineering Co., Ltd, South San Francisco, CA) en 

15 utilisant les parametres standards decrits dans le manuel du fabriquant, incorpore dans 
la description par reference. 

Dans ce contexte, les sequences et les pourcentages d'identite peuvent egalement etre 
obtenus en utilisant les ressources informatiques internet. On peut citer le programme 
Blast (WWW.ncbi.nlm.nih.gov) et le programme FastDB avec les parametres suivants 
20 « Mismatch penalty 1.00 ; Gap Penalty 1.00 ; Gap Size Penalty 0.33 ; joining penalty 
30.0. Ces algorithmes sont presentes dans Current Methods in Sequencing and 
synthesis Methods and Applications, pages 127-149, 1988, Ala R. Liss, Inc, incorpore 
dans la description par reference 

On peut egalement defmir les sequences ayant 80% d'identite comme etant des 
25 sequences s'hybridant a la sequence SEQ ID N°l avec des conditions de stringence 
fortes. Ces conditions sont presentees dans Sambrook et al. Molecular Cloning A 
Laboratory Manual (Cold Spring Harbor Press, 1989) aux paragraphes 11.1 a 11.61, 
incorpores dans la description par reference. 



30 Avantageusement, la sequence selon T invention possede la sequence ou une portion de 
la sequence SEQ ID N°l suivante : 
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5' cagctgtagcatcttgatattgctgatactcagccacaagatcgttcatgttactc 
tctgcttcattaaactccatctcgtccattccttcttctgtgtaccaatgcaagaaag 
cttatctcaacatcaggctgatataaccaatatcttacttcttttacatttgtgaaat 
ggaaccaacccatttttctggaaaaagtgctaaccaaacatttgattaaccgtatcac 
5 tactactttcatttctatcttctgtttcattatgctgactatttaagctccgttgtca 
aatctctaagttagacataaaagacaaagactaatcaattgtcatcacaccagcgtcg 
tcgagtgagctatattaatcgtggattttaagcattaaagaaacattctatagtacta 
aagcaaataaaataattataatcaaacactatgcttgacactggtcacgtgtactggt 
agtgaatgattctacatcataagaggccgcatcaaaatcctaaaaataagcataatga 

10 attaatcatttacaaattttattttactcaataagaaaatcgaaagtatgattattat 
ctagctgccacaatcttcgaatttaatatttactcaagaagagaccgactttaatcct 
tgactttctcattgctctatggaaaatgattaaagcagtcaataaaatcttttgacat 
tgttggcagaagaccaataattcgaagtctaaaatgtaatcgtccacacagtgtatga 
gtatcctagtattttttttcttttccatataagttgaatttgtaatatatatagtgta 

15 atgttgtttatttgtggcaacgtacaaaattgggaatcctataagtgcgacgacaagt 
gacaagacgaggctatgaacagctaatgtatgaagagagccaaaagagcaacaacctg 
gcacag-3' . 

L'invention a egalement trait a I'utilisation de portion de la sequence SEQ ID N°l 
20 pour r identification de fragments capables de promouvoir I'expression d'un gene 
d'interet dans une plante hormis dans la graine. II est ainsi possible de definir la region 
minimale de la sequence du promoteur du gene de la FAH pour assurer une expression 
efficace. En ce sens, le promoteur peut etre modifie par addition de sequences telles 
des enhancers, par deletion de regions non essentielles et/ou non desirees. Le 
25 promoteur peut comprendre des sequences synthetiques et/ou naturelles. 



L'invention conceme un procede permettant Fisolement et la caracterisation du 
promoteur du gene de la FAH chez les plantes comprenant les etapes suivantes : 

" * -iy' tMa i M i 6 n^ 

30 avec une sequence possedant au moins 10 nucleotides consecutifs de la sequence 

SEQ ID N°5 ou une sequence complementaire, une amorce qui s'hybride dans des 
conditions stringentes fortes a toute sequence codante pour la SEQ ID N°4 ou une 
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sequence ayanl au moins 80% d'identite avec une sequence possedant au moins 10 
nucleotides consecutifs de la sequence genomique du gene de la FAH d'Arabidopsis 
accessible sous le numero AC003096 ou une sequence complementaire, pour 
risolement et/ou ramplification de la sequence en amont de Textremite 5' du gene de 
5 la FAH, 

b) Clonage et sequen9age de la sequence obtenue a Tetape a). 

La SEQ ID N°5 correspond a la sequence codante du gene de la FAH d*Arabidopsis : 

10 DEFINITION : ADNc complet de « Arabidopsis thaliana fatty acid hydroxylase 
Fahlp»(FAHl) 
ACCESSION : AF021804 

ORGANISME : Arabidopsis thaliana, Eukaryota; Viridiplantae; Streptophyta; 
Embryophyta; Tracheophyta ; Euphyllophytes; Spermatophyta; Magnoliophyta; 
15 Eudicotyledons; Rosidae; Brsissicales; Brassicaceae. 

Reference : Mitchell, A.G. and Martin,C.E, (1997). Fahlp, a saccharomyces cerevisiae 
cytochrome b5 fusion protein, and its arabidopsis thaliana homolog that lacks the 
cytochrome b5 domain both function in the alpha-hydroxylation of sphingolipid- 
20 associated very long chain fatty acids ; J. Biol. Chem. 272 (45), 28281-28288 
MEDLINE 98019193 

1 atggttgctc agggattcac tgtggatctt aaaaagcccc ttgtatttca ggttggtcat 
61 cttggagaag attatgagga atgggttcac caacctatcg cgaccaagga aggccctcgg 

25 121 ttttttcaga gtgacttttg ggagttcttg acacttacag tttggtgggc agttcctgtc 

181 atttggttgc cagttgtagt ctggtgcata tcaaggtcag taagtatggg atgttcactt 
241 ccagaaatcg tcccaattgt tgtcatggga atattcatct ggacattttt tgaatacgtt 
301 cttcaccggt tcgttttcca cataaaaacg aagagttact ggggaaacac tgcacactat 
361 cttattcacg gatgccatca taagcacccg atggaccacc ttcggctcgt ctttcctcct 

30 421 actgcaactg cgattttatg ctttccgttc tggaacattg cgaaggctat ctcaactcct 
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481 icaaccgcac clgcattgti igglggaggc algclcggal alglgalgla cgatglcacl 
541 cattattacc ttcaccatgc ccaacctaci agaccagtga ccaaaaatci caagaagtac 
601 catttgaatc atcacttcag gattcaggac aaaggatttg gtataacttc gtcgttatgg 
66 1 gacatagtct ttgggacact tcccaccaca aaagccccca gaaaagagca atag 

5 

II est egalement possible d'utiliser une amorce comprenant une sequence ayant au 
moins 80% d'identite avec une sequence possedant au moins 10 nucleotides 
consecutifs de la sequence genomique du gene de la FAH d'Arabidopsis (introns et 
exons) qui est accessible a rhomme du metier sous le numero AC003096 ou une 
10 amorce qui s'hybride dans des conditions stringentes fortes a toute sequence codante 
pour la SEQ ID N^4 (Arabidopsis thaliana, fatty acid hydroxylase Fahlp) suivante : 

MVAQGFTVDLKKPLVFQVGHLGEDYEEWVHQPIATKEGPRFFQSDFWEFLTL 
TVWWAVPVIWLPVVVWCISRSVSMGCSLPEIVPIVVMGIFIWTFFEYVLHRFVF 
15 HIKTKSYWGNTAHYLIHGCHHKHPMDHLRLVFPPTATAILCFPFWNIAKAISTP 
STAPALFGGGMLGYVMYDVTHYYLHHAQPTRPVTKNLKKYHLNHHFRIQDK 
GFGITSSLWDIVFGTLPTTKAPRKEQ 

Ainsi, la sequence promotrice permettant Texpression d'un gene d'interet dans les 
20 tissus d'une plante, hormis dans la graine en maturation et dans la graine seche, peut 
egalement etre caracterisee en ce qu'elle comprend une sequence ayant au moins 80% 
d'identite avec la sequence ou une portion de la sequence du promoteur du gene de la 
FAH susceptible d'etre obtenue a partir du procede decrit precedemment. 

25 Un autre 2ispect de i'invention porte sur une cassette d'expression qui comporte une 
sequence d'interet fusionnee a une sequence comprenant une sequence promotrice telle 
que definie ci-dessus. Ladite sequence d'interet peut coder pour un ARN, une proteine 
ou un polypeptide qui protege la plante contre un stress biotique ou abiotique. 
La cassette peut permettre la co-suppression de T expression d'un gene caracterisee en 
30 ce que ladite sequence d'interet code pour une proteine ou un polypeptide capable de 
se substituer a la fonction d'une proteine ou d'un polypeptide endogene. La sequence 
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d'interel peut egalemenl coder pour une sequence antisens dirigee centre un gene cible. 
Ceci permet, en couplant avec la surexpression ectopique d'un gene d'interet dans les 
graines, d'empecher toute expression de ce gene dans d'autres tissus, I'antisens n'y 
etant pas exprime. Ceci s'avere tout a fait utile dans le cas ou Ton souhaite 
5 surexprimer une proteine dans les graines sans perturber le developpement d'autres 
tissus de la plante. 

La cassette selon Tinvention peut comprendre en outre un gene marqueur de selection, 
une sequence leader controlant le transit, la secretion ou le ciblage du produit 
d'expression, dans differents organelles une sequence signal de la terminaison de la 
1 0 transcription et de la traduction. 

On entend par « gene d'interet » ou « transgene » dans le cadre de Tinvention, un gene 
notamment selectionne parmi les genes codant pour une proteine ou un polypeptide qui 
protege la plante centre un stress biotique ou abiotique, les genes perturbateurs codant 

15 pour un produit capable de se substituer et/ou d'inhiber la fonction ou Texpression 
d'un ARNm, d'une proteine ou d'un polypeptide endogene. On peut citer par exemple 
les genes codant pour des ribozymes centre des ARNm endogenes, des genes dont le 
produit de la transcription est au moins complementaire en partie a un ARNm 
endogene cible (EP 240 208 incorpore dans la description par reference). On peut 

20 egalement citer des genes, dont le produit de la transcription est identique ou similaire 
aux transcripts de genes endogenes, qui sent capables d'inhiber par co-suppression 
I'expressien desdits genes endogenes (Napoli C. et al., 1990, The Plant Cell, 2, 279- 
289, cite dans la description par reference). Bien entendu, le gene selon Tinvention 
peut coder pour une enzyme impliquee dans le metabolisme de sorte a faire produire 

25 ou a favoriser la biosynthese de metabolites, notamment de metabolites utiles pour 
Talimentation humaine ou animale ou pouvant affecter le developpement. La sequence 
promotrice selon rinvention peut induire Texpression d'un gene etranger et etre 
utilisee dans different types de plantes. Le terme « gene etranger » ou « transgene » est 
egalement compris comme definissant toute region d'ADN codante ou non (proteine, 

30 polypeptide, antisens, ARN catalytique, viroide etc.). Une proteine d'interet pour le 
developpement et la production de la plante peut etre produite de fa9on constitutive 
dans tous les organes de la plante en utilisant ce promoteur sans que 
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la composition de la graine soit affectee. Les proteines d*interet sont de maniere non 
exhaustive, eel les qui permettent une meilleure protection de la plante vis-a-vis 

- des stress biotiques : protection contre les pathogenes, bacteries, champignons, 
insectes, nematodes, parasites ou ravageurs, protection contres les virus et pathogenes 

5 intacellulaires. en particulier ceux qui ne sont pas transmis par les grmnes 

- des stress abiotiques : protection contres la chaleur et le froid, le gel, les stress 
hydriques tels que la secheresse ou a Tinverse Panoxie, la pollution (ozone, S02), la 
photoinhibition et les stress lumineux, la verse, la phytoremediation, ou les stress 
nutritionnels occasionnes par une carence ou exces d'un element nutritif (en particulier 

10 un stress salin). 

Tout gene d'interet peut done etre place sous le controle de la sequence promotrice 
isolee. Pour Texpression dans les plantes, ce gene peut comporter egalement des 
sequences 3' non transcrites possedant des signaux de polyadenylation actifs chez les 
plantes. Ces sequences peuvent, par exemple, etre celles codant la partie 3'transcrite 
15 non traduite du gene TARN 35S du virus de la mosaique de choux fleur (35S CaMV) 
ou la region 3' non-traduite du gene codant la synthese de la nopaline (NOS) du 
plasmide Ti d' Agrobacterium tumefaciens. 

Le gene d'interet selon T invention peut egalement etre un gene controlant le 
20 developpement tel que par exemple un gene implique dans le metabolisme des 
hormones, dans la transduction des signaux, ou dans le controle du cycle cellulaire. 

Un autre aspect de Tinvention a trait a un vecteur, notamment un vecteur plasmidique, 
comprenant une cassette d'expression telle que d^finie ci-dessus. 
25 L'invention a egalement pour objet une cellule de plante transformee avec la cassette 
ou avec un vecteur comprenant ladite cassette et un kit de transformation de plante 
comprenant ladite cassette ou ledit vecteur. 

La preparation des plasmides, la construction des genes chimeriques et des cassettes 
d'expression, les restrictions de TADN par des endonucleases, la transformation et la 
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(Sambrook et al. 1989. Molecular Cloning Manual Cold Spring Harbor Laborator>', 
incorpores dans la description par reference). 

La construction des vecteurs utilisables pour les experiences de transformation fait 
partie des techniques de biologic moleculaire connues et pratiquees de fa9on routiniere 
5 dans ce champ d'applications. 

Un aspect supplementaire de T invention porte sur un procede de preparation de plantes 
transgeniques dans lesquelles un gene d'interet est exprime dans tous les tissus sauf 
dans la graine en maturation et dans la graine seche caracterise en ce quMl comprend 
10 les etapes suivantes : 

a) Transfert d'une cassette ou d'un vecteur selon Tinvention dans des cellules de 
plantes, 

b) Mise en culture des cellules transformees obtenues a Tetape a) de maniere a 
obtenir lesdites plantes transgeniques. 

15 

Le transfert de TADN a Pinterieur des cellules de plante, notamment des cellules de 
Talbumen ou des cellules totipotentes derivees d'embryons immatures, peut etre 
effectue par les techniques standards (Plant Cell Report, 10, 595, 1992), en particulier 
par transfert via Agrobacterium (Plant J., 1994. 6, 271), par 61ectroporation (Nature, 

20 1987, 327, 70), laserporation (Barley Genetics, 1991 VI, 23 1), par polyethylene glycol, 
ou par la methode biolistique dite « gun particule » (Nature, 1 987, 327, 70). De 
maniere generate, pour les vecteurs de transformations via une agrobacterie 
(infiltration in planta Bechtold et al. 1993), les vecteurs de transformation portent des 
marqueurs de selection, des bordures d'ADN-T, des sites de clonage, des fonctions de 

25 replication, ainsi que d'autres elements si necessaire au bon transfert des transgenes 
(Bouchez et al. 1993). Les publications ci-dessus mentionnee sont incorporees dans la 
description par references. 

La presente invention a egalement pour objet une plante transgenique susceptible 
30 d'etre obtenue en mettant en ceuvre le procede mentiormee ci-dessus. 
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Par « plante susceptible d'etre obtenue », on entend toute planle expriniant un 
transgene dans ses tissus sauf dans les graines matures et seches, ladite plante 
possedant un promoteur selon T invention. Les plantes obtenues par tout procede 
equivalent conduisant au meme resultat sont egalement objet de T invention. La liste 
5 des plantes chez lesquelles cette sequence promotrice peut etre utilisee indue plus 
particulierement les plantes qui sont utiles pour toute industrie. On peut citer par 
exemple le colza, les cruciferes, le mais, le soja, le ble, le toumesol, le pois, les plantes 
omementales, et les arbres. 

10 Ainsi, Tinvention conceme une plante, telle que definie ci-dessus, qui exprime dans 
ses tissus, sauf dans les graines, un gene dont le produit (ARN ou proteine) protege la 
plante contre un stress biotique ou abiotique, une sequence antisens dirigee contre un 
gene cible, une proteine ou un polypeptide capable de se substituer a la fonction d'une 
proteine ou d'un polypeptide endogene ou une sequence codante pour une proteine 

15 impliquee dans la biosynthese de metabolites ou un gene controlant le developpement 
tel que par exemple un gene implique dans le metabolisme des hormones, dans la 
transduction des signaux, ou dans le controle du cycle cellulaire. La plante selon 
I'invention peut egalement exprimer une proteine d'interet sous le controle d'un 
promoteur autre que le promoteur du gene de la FAH et une sequence antisens capable 

20 d'inhiber I'expression de ladite proteine d'interet sous le controle du promoteur du 
gene de la FAH, de telle sorte que le gene d'interet n'est exprime que dans les graines, 

Les graines obtenues a partir d'une plante transgenique selon I'invention, qui ne 
contiennent done pas le produit d'expression du transgene, sont visees par la presente 
25 invention, ainsi que leur utilisation en toute industrie. 

Pour la suite de la description, on se referera aux legendes des figures presentees ci- 
dessous. 



30 
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Legendes 

Figure 1 : Structure intro / exon dc P ARNm du gene dc la FAH 
Les rectangles avec les rayures representent les inirons. 
5 L'echelle est presentee sur la figure. 
T29F13 est un bac et TAI234un ADNc, 

Figure 2 : Structure de la region du gene FAH 

PFAH upper et Al representent les amorces utilisees pour sequencer le promoteur. 
10 Les rectangles avec les rayures representent la partie 5' transcrite non traduite. 
L'echelle est presentee sur la figure. 

Figure 3 ; Carte du plasmide pBI 101 

Carte du plasmide pBIlOl contenant le promoteur pFAH utilise. 

15 

Exemple 1 : Clonage du promoteur. 
Materiels et methodes 

20 Isolement de la region promotrice de la FAH. 

La methode utilisee pour Textraction d'ADN genomique d'Arabidopsis s' inspire de 
celle decrite par Doyle et Doyle (1990). Le principe repose sur les proprietes 
detergentes du bromure de cetyltrimethylammonium (CTAB; Sigma Chemical Co., 
USA) permettant la denaturation specifique des macromolecules proteiques et 

25 polysaccharidiques. Environ 2g de materiel vegetal (plantules cultivees in vitro, agees 
de 1 a 2 semaines) sont finement broyes dans Tazote liquide et transferes dans un tube 
de 50ml de type FALCON (Costar, USA), contenant 7.5ml de tampon d'extraction 
prechauffe a 65 "^C .L*extraction s'effectue a 65°C pendant 30 minutes, sous agitation 
reguliere. Les proteines denaturees par le p-mercaptoethanol et le CTAB du tampon 

30 sont ensuite extraites dans un volume de chloroforme puis eliminees apres 
centrifugation (4430g, lOmin). Les acides nucleiques du sumageant sont precipites par 
un volume d'isopropanol en presence d'acetate de sodium 3M (I/IO, v/v), centrifuges 
(7900g, lOmin) puis rinces a Tethanol 70%. Le culot est repris en tube Eppendorf dans 
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100|i! d'eau el les acides ribonucleiques sonl elimines par radjonction de 3^1 de Rnase 
A a lOmg/ml (Sigma Chemical Co., USA). L'ADN est deproleinise puis a nouveau 
precipite a Tethanol absolu. Apres centrifugation en tube Eppendorf, le culot est lave, 
seche, repris dans 50 a 100^1 d'eau et conserve a -20°C avant analyses. 

5 

Amplification de I'ADN genomique. 

La sequence promotrice a ete amplifiee en utilisant la technologic de la PGR qui est 
une technique connue (Sambrook et al. 1989) . Des amorces correspondantes a la 
partie 5'(upp^r) et 3 '(lower) de la sequence promotrice ont ete derivees de la sequence 
10 genomique du BAC T29F13 (AC003096) (Voir figure 1). De TADN genomique d'une 
lignee de type sauvage (Ler) a ete utilise comme matrice pour 1' amplification de la 
partie promotrice, Les reactions d' amplification ont ete menees sur un thermocycleur 
(MJ Research PTC 100 -96), dans des tubes de 0,2ml (Prolabo) contenant le melange 
suivant: 

15 1 ^il (lOng) ADN, 2^1 Tampon 10 x (BRL), 2^il MgC12 25mM, 0,8^1 dNTP 5mM, 

Amorce 1 (10pmole/|il), l^il Amorce 2 (10pmole/|il), 0,5^1 (lU) Taq DNA polymerase 
(5U/m1), H20 qsp 20^1 

upper (5'-3') : TTCATGTTACTCTCTGCTTC (SEQ ID N°2) 
lower (S'-y) GGAAAGGAAACAAATACGGATTC (SEQ ID N^3) 

20 

Transformation bacterienne. 

Les genotypes de bacteries utilises pour la realisation des experiences sont : 

E. CoH souche DH12S ((t)80 dlacZ AM 15 mcrA A(mrr-hsdRMS-mcrBC) araD139 
25 A(ara,leu)7697 AlacX74 galU galK rpsL deoR nupG recAl/F'proAB+ laclq ZAM15), 

Agrobacterium tumefaciens pmp90C58CE 

La transformation des bacteries (E.coli souche DH12S) par un plasmide recombine est 
30 realisee par electroporation (Potter, 1993). Dans une cuve a electroporation (1ml, 
leirgeur 0.1cm), 2^1 de la reaction de ligature sont melanges avec 50|il de bacteries 
decongelees et maintenues dans la glace. La cuve est ensuite placee dans un 
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electroporateur (Gene Pulser II System; BIO-RAD, FRANCE) el une tension de 
1 .25kV est appliquee pendant un temps qui est fonction de la resistance (200Q) et de la 
capacite (25(iF) du circuit. Un ml de milieu SOC est ajoute pour favoriser la croissance 
des bacteries et le tout est incube dans un tube de 10ml pendant 2 heures a 37°C, sous 
5 agitation rotative (220rpm). Les bacteries transformees sont ensuite etalees sur des 
boites contenant du milieu LB solide supplemente avec Tantibiotique adequat et 
incubees a 37^C pendant une nuit. La selection des bacteries transformees par le 
plasmide pMeca recombine se fait par 0,04mg/ml d'ampicilline en presence de 
0.2mg/ml de X-Gal et de 0.05mg/ml d'IPTG. Pour les autres plasmides recombines, la 
10 selection des bacteries s'effectue sur un milieu LB avec Tantibiotique adequat a une 
concentration finale de 0,04mg/ml. 

Activite B-glucuronidase. 

Pour les graines, un semis est effectue sur deux epaisseurs de papier Whatman IM de 
15 4,7cm (Maindstone, Angleterre) imbibe par 2ml d'eau sterile. Apres 48h d'imbibition 
dans une boite saturee en eau, les graines sont raclees et placees dans un tube 
Eppendorf auquel sont ajoutes 100|il de tampon d' infiltration (lOOmM de Tampon 
phosphate pH7,2, lOmM EDTA, Triton XlOO 0,1% v/v) supplements en X-Gluc (5- 
Bromo-4-Chloro-3-indolyl-P-D-Glucuronic Acid). Le X-Gluc est dissout dans du 
20 DMF (dimethylformamide) a une concentration stock: lOOfi (lOmg/lOOjil). Le tampon 
d'infiltration est supplemente au 1/1 OOe extemporanement avec le stock de X-Gluc. 
Pour les autres tissus, les echantillons sont places directement dans le tampon 
dMnfiltration et la coloration est ensuite realisee selon le meme protocole. 
L' infiltration est effectuee sous-vide (dans une cloche a vide): 
25 - le vide est casse 2 fois. 

- le vide est maintenu pendant 1 heure, puis les echantillons sont places a 37°C pour la 
nuit. 



30 
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Resultats 



Des analyses preliminaires ont indique qu'une enzyme impliquee dans le metabolisnie 
des lipides (la « Fatty Acid Hydroxylase » : FAH) pourrait avoir une expression 
5 correspondant au type de promoteur ayant les caracteristiques recherchees. 

La sequence du gene en question a ete obtenue grace aux sequences provenant du 
sequen9age systematique du genome d'Arabidopsis thaliana et se trouve etre localisee 
sur le BACT29F13. Une sequence exprimee (EST TAI234) a ete identifiee dans les 
10 bases de donnees et semble correspondre a une sequence pleine longueur de I'ARNm 
de la FAH. Ceci a permis I' identification de la sequence 5' transcrite non traduite et de 
Templacement prevu de la sequence promotrice. La structure intron/exon a ete deduite, 
au niveau de la partie transcrite non traduite, de Talignement du BAC avec TEST 
TAI234 (figure 1). 



Le promoteur a ete amplifie par PGR a partir de Tamorce pFAH/upper et Tamorce 
Al, place dans la partie 5' transcrite non traduite (figure 2). Une etude de la sequence a 
montre que la sequence amplifiee possede tine boite TATA putative a -lOOpb du site 
d'initiation presume de la transcription (d'apres TADNc pleine longueur) et une boite 

20 CCAAT a —1 90pb de ce meme debut de transcription. Le fragment de PGR amplifie 
(932pb) a ete clone dans un vecteur pGEM-T (PROMEGA), sequence, puis introduit 
dans un vecteur binaire (pBIlOl, Glontech) contenant un gene rapporteur GUS sans 
promoteur (figure 3). Cette construction a ensuite ete introduite par transformation in 
planta, via Agrobacterium, dans des plantes de type sauvage (ecotype Ws). Treize 

25 transformants primaires ont ete obtenus, qui ont ete testes pour leur activite GUS 
pendant leur developpement. 



15 



30 
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Excmpic 2 : Expression du gene rapporteur sous Ic contrdic du promoteur de 
gene dc la FAH. 



L'expression est forte des 20 heures apres le debut de rimbibition dans rembryon. 
5 Durant le developpement, I 'expression est forte dans tous les tissus, avec une certaine 
preference pour les tissus vasculaires. 

Ces resultats demontrent que la sequence promotrice isolee confere bien un profil 
d'expression tres specifique au gene rapporteur utilise (GUS). le promoteur est actif 
tout au long du developpement de la plante, dans tous les tissus testes (feuilles, fleurs, 
10 tiges, racines etc..) sauf dans la graine en cours de maturation (Voir tableau I ci- 
dessous). 



Tableau 1 : Profil d'expression du gene rapporteur GUS 





cotyledons 


feuille 
adulte 


Racines 


fleur 


silique 


graines en 
germination 


Graines 
seches 


1 






-H- 




-H-h 


H-H- 




2 






4-+ 


-h-i- 


+++ 


+++ 




3 




-W-+ 


++ 




nd 


HH- 




4 




+4H- 


-H- 


++ 


nd 


++ 




5 


-f-M- 


-f-h-f- 


-H- 




nd 


-HH- 




6 


-h 




-H- 


-h-f 


nd 


-H-h 




7 






-H- 


-M- 


+++ 


-h 




8 


++ 




++ 


-IH- 


+++ 


-H-+ 




9 


-H~h 


+++ 


++ 


+-f 




+4- 





L' expression du marqueur confirme la fonctionnalite du promoteur et sa specificite. Ce 
type de promoteur est done d'un tres grand interet pour des applications 
biotechnologiques, telles que I'expression d'une toxine anti-insecte (type Bt) dans les 
20 plantes et I'expression de tout transgene permettant d'ameliorer, de maniere 
quantitative ou qualitative, le developpement et la croissance de la plante sans que la 
proteine codec par le transgene soit presente dans la graine. 
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REVENDICATIONS 



1. Sequence promotrice permettant I'expression d'un gene d'inleret dans les tissus 
5 d'une plante, hormis dans la graine en maturation et dans la graine seche, 

caracterisee en ce qu'elle comprend une sequence ayant au moins 80% d'identite 
avec la sequence ou une portion de la sequence du promoteur du gene de la FAH 
d'Arabidopsis, 

10 2. Sequence selon la revendication 1 caracterisee en ce qu'elle comprend une 
sequence ayant au moins 80% d'identite la sequence ou une portion de la sequence 
SEQ IDN^l. 

3. Sequence selon la revendication 2 caracterisee en ce qu'elle comprend la sequence 
1 5 ou une portion de la sequence SEQ ID N° 1 . 

4. Procede permettant I'isolement et la caracterisation du promoteur du gene de la 
FAH chez les plantes comprenant les etapes suivantes : 

a) Utilisation d'une amorce comprenant une sequence ayant au moins 80% d'identite 
20 avec une sequence possedant au moins 10 nucleotides consecutifs de la sequence 

SEQ ID N'^S ou une sequence complementaire, une amorce qui s'hybride dans des 
conditions stringentes fortes a toute sequence codante pour la SEQ ID N''4 ou une 
sequence ayant au moins 80% d'identite avec une sequence possedant au moins 10 
nucleotides consecutifs de la sequence genomique du gene de la FAH 
25 d'Arabidopsis accessible sous le numero AC003096 ou une sequence 

com{)lementaire, pour I'isolement et/ou 1' amplification de la sequence en amont de 
I'extremite 5' du gene de la FAH, 

b) Clonage et sequen^age de la sequence obtenue a I'etape a). 

30 5. Sequence promotrice permettant I'expression d'un gene d'interet dans les tissus 
d'une plante, hormis dans la graine en maturation el dans la graine seche, 
caracterisee en ce qu'elle comprend une sequence ayant au moins 80% d'identite 
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avec la sequence ou une portion de la sequence du promoleur du gene de la FAH 
susceptible d'etre obtenue a partir du precede selon la revendication 4. 

6. Utilisation d'une sequence selon Tune des revendications 1 a 3 et 5 pour 
5 ridentification de fragments de la sequence SEQ ID N^l permettant Texpression 

d'un gene d'interet dans ies tissus d'une plante, hormis dans la graine en 
maturation et dans la graine seche, 

7. Cassette d'expression caracterisee en ce qu'elle comporte une sequence d'interet 
10 fiisionnee a une sequence comprenant une sequence promotrice selon Tune des 

revendications 1 a 3 et 5. 



8. Cassette d'expression selon la revendication 7 caracterisee en ce que ladite 
sequence d'interet code pour un ARN, une proteine ou un polypeptide qui protege 

15 la plante contre un stress biotique ou abiotique, ou qui est impliquee dans le 

developpement notamment dans le metabolisme des hormones, dans la 
transduction des signaux, ou dans le controle du cycle cellulaire. 

9. Cassette d'expression selon la revendication 7 permettant la co-suppression d'un 
20 gene caracterisee en ce que ladite sequence d'interet code pour une proteine ou un 

polypeptide capable de se substituer a la fonction d'une proteine ou d'un 
polypeptide endogene. 



10. Cassette d'expression selon la revendication 7 caracterisee en ce que ladite 
25 sequence d'interet code pour une sequence antisens dirigee contre un gene cible. 

11. Cassette d'expression selon la revendication 7 caracterisee en ce que ladite 
sequence d'interet code pour une enzyme impliquee dans la production de 
metabolites par une plante. 

12. Vecteur comprenant une cassette d'expression selon Tune des revendications 7 a 
10. 



13. Cellule de plante transformee avec une cassette selon Tune des revendications 7 a 
35 10 ou un vecteur selon la revendication 12. 
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14. Kit de transformation de plante comprenanl une cassette selon Tune des 
revendications 7 a 10 ou un vecteur selon la revendication 12. 

5 15. Procede de preparation de plantes transgeniques dans lesquelles un gene d'interet 

est exprime dans tous les tissus sauf dans la graine en maturation et dans la graine 

seche caracterise en ce qu'il comprend les etapes suivantes : 
a) Transfert d'une cassette selon Tune des revendications 7 a 1 0 ou d'un vecteur selon 

la revendication 12 dans des cellules de plantes, 
10 b) Mise en culture des cellules transformees obtenues a Tetape a) de maniere a 

obtenir lesdites plantes transgeniques. 

16. Procede selon la revendication 15 caracterise en ce que les cellules sont choisies 
parmi les cellules embryonnaires provenant d'un embryon immature. 

15 

17. Procede selon Tune des revendications 15 et 16 caracterise en ce que le transfert 
est effectue en utilisant Agrobacterium, de preference Agrobacterium.tumefaciens. 

18. Plante transgenique susceptible d'etre obtenue en mettant en oeuvre le procede 
20 selon Tune des revendications 15 a 17. 

19. Plante selon la revendication 18 caracterisee en ce qu'elle exprime dans ses tissus, 
sauf dans les graines matures et seches, un ARN, une sequence antisens dirigee 
contre un gene cible. 

25 

20. Plante selon la revendication 18 caracterisee en ce qu'elle exprime dans ses tissus, 
sauf dans les graines matures et seches, un ARN, une proteine ou un polypeptide 
capable de se substituer a la fonction d*une proteine ou d'un polypeptide endogene. 

30 21. Plante selon la revendication 18 caracterisee en ce qu'elle exprime une proteine 
d'interet sous le controle d'un promoteur autre que le promoteur du gene de la 
FAH et une sequence antisens capable d'inhiber I'expression de ladite proteine 
d'interet sous le controle du promoteur du gene de la FAH, de telle sorte que la 
proteine d'interet n'est exprimee que dans ies graines. 



35 
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22. Planle selon la revendicaiion 1 8 caracterisee en ce qu'elle exprime dans ses tissus. 
sauf dans les graines matures et seches, une sequence codanie pour une proteine 
impliquee dans la biosynthese de metabolites, pour une proteine ou un polypeptide 
qui protege la plante contre un stress biotique ou abiotique, une proteine controlant 

5 le developpement notamment dans le mdtabolisme des hormones, dans la 

transduction des signaux, ou dans le controle du cycle cellulaire. 

23. Plante selon Tune des revendications 18 a 22 caracterisee en ce qu'elle est choisie 
notamment parmi le colza, les cruciferes, le mais, le soja, le ble, le toumesol, le 

10 pois, les plantes omementales, et les arbres. 

24. Graines obtenues a partir d'une plante transgenique selon I'une des revendications 
18 ^ 23 caracterisees en ce qu'elles ne contiennent pas le produit d'expression du 
transgene. 
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LI STAGE DE SEQUENCE 



<110> INSTITUT NATIONAL DE RECHERCHE AGRONOMIQUE - INRA 

<120> PROMOTEUR PERMETTANT EXPRESSION DE TRANSGENES DANS 
TOUTE LA PLANTS HORMIS DANS LA GRAINS 

<130> FAH 

<140> 
<141> 

<160> 5 

<170> Patentin Vers. 2.0 

<210> 1 
<211> 932 
<212> ADN 

<213> Arabidopsis thaliana 

<220> . , . 

<223> promoteur de la FAH chez Arabidopsis thaliana. 



<400> 1 

cagctgtagc 

cttcattaaa 

tcaacatcag 

cccatttttc 

atttctatct 

agacataaaa 

ttaatcgtgg 

tataatcaaa 

ataagaggcc 

attttactca 

ttaatattta 

aatgattaaa 

gtctaaaatg 

ataagttgaa 

tgggaatcct 

aagagagcca 



atcttgatat 

ctccatctcg 

gctgatataa 

tggaaaaagt 

tctgtttcat 

gacaaagact 

attttaagca 

cactatgctt 

gcatcaaaat 

ataagaaaat 

ctcaagaaga 

gcagtcaata 

taatcgtcca 

tttgtaatat 

ataagtgcga 

aaagagcaac 



tgctgatact 

tccattcctt 

ccaatatctt 

gctaaccaaa 

tatgctgact 

aatcaattgt 

ttaaagaaac 

gacactggtc 

cctaaaaata 

cgaaagtatg 

gaccgacttt 

aaatcttttg 

cacagtgtat 

atatagtgta 

cgacaagtga 

aacctggcac 



cagccacaag 

cttctgtgta 

acttctttta 

catttgatta 

atttaagctc 

catcacacca 

attctatagt 

acgtgtactg 

agcataatga 

attattatct 

aatccttgac 

acattgttgg 

gagtatccta 

atgttgttta 

caagacgagg 

ag 



atcgttcatg 
ccaatgcaag 
catttgtgaa 
accgtatcac 
cgttgtcaaa 
gcgtcgtcga 
actaaagcaa 
gtagtgaatg 
attaatcatt 
agctgccaca 
tttctcattg 
cagaagacca 
gtattttttt 
tttgtggcaa 
ctatgaacag 



ttactctctg 
aaagcttatc 
atggaaccaa 
tactactttc 
tctctaagtt 
gtgagctata 
ataaaataat 
attctacatc 
tacaaatttt 
atcttcgaat 
ctctatggaa 
ataattcgaa 
tcttttccat 
cgtacaaaat 
ctaatgtatg 



60 

120 

180 

240 

300 

360 

420 

480 

540 

600 

660 

720 

780 

840 

900 

932 



<210> 2 
<211> 20 
<212> ADN 

<213> Artificial Sequence 



<220> 

<223> Amorce upper 
<400> 2 

ttcatgttac tctctgcttc 

<210> 3 
<211> 23 
<212> ADN 

<213> Arabidopsis thaliana 



20 



<220> 

<223> Amorce lower 
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<400> 3 

ggaaaggaaa caaatacgga ttc 

<210> 4 
<211> 237 
<212> PRT 

<213> Arabidopsis thaliana 
<220> 

<223> fatty acid hydroxylase Fah Ip 
<400> 4 

Met Val Ala Gin Gly Phe Thr Val Asp Leu Lys Lys Pro Leu Val Phe 
15 10 15 

Gin Val Gly His Leu Gly Glu Asp Tyr Glu Glu Trp Val His Gin Pro 
20 25 30 

lie Ala Thr Lys Glu Gly Pro Arg Phe Phe Gin Ser Asp Phe Trp Glu 
35 40 45 

Phe Leu Thr Leu Thr Val Trp Trp Ala Val Pro Val He Trp Leu Pro 
50 55 60 

Val Val Val Trp Cys He Ser Arg Ser Val Ser Met Gly Cys Ser Leu 
65 70 75 80 

Pro Glu He Val Pro He Val Val Met Gly He Phe He Trp Thr Phe 
85 90 95 

Phe Glu Tyr Val Leu His Arg Phe Val Phe His He Lys Thr Lys Ser 
100 105 110 

Tyr Trp Gly Asn Thr Ala His Tyr Leu He His Gly Cys His His Lys 
115 120 125 

His Pro Met Asp His Leu Arg Leu Val Phe Pro Pro Thr Ala Thr Ala 
130 135 140 

He Leu Cys Phe Pro Phe Trp Asn He Ala Lys Ala He Ser Thr Pro 
145 150 155 160 

Ser Thr Ala Pro Ala Leu Phe Gly Gly Gly Met Leu Gly Tyr Val Met 
165 170 175 

Tyr Asp Val Thr His Tyr Tyr Leu His His Ala Gin Pro Thr Arg Pro 
180 185 190 

Val Thr Lys Asn Leu Lys Lys Tyr His Leu Asn His His Phe Arg He 
195 200 205 

Gin Asp Lys Gly Phe Gly He Thr Ser Ser Leu Trp Asp He Val Phe 
210 215 220 

Gly Thr Leu Pro Thr Thr Lys Ala Pro Arg Lys Glu Gin 
225 230 235 



<210> 5 
<211> 714 
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<213> Arabidopsis zhaliana 
<220> 

<223> Sequence codante pour la fatty acid hydroxylase 
Fah IP 
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<400> 5 

atggttgctc 

cttggagaag 

ttttttcaga 

atttggttgc 

ccagaaatcg 

cttcaccggt 

cttattcacg 

actgcaactg 

tcaaccgcac 

cattattacc 

catttgaatc 

gacatagtct 



agggatucac 
attatgagga 
gtgact crtg 
cagttgtagt 
tcccaattgt 
tcgttttcca 
gatgccatca 
cgattttatg 
ctgcattgtt 
ttcaccatgc 
atcacttcag 
ttgggacact 



tgtggatctt 
atgggttcac 
ggagttcttg 
ctggtgcata 
tgtcatggga 
cataaaaacg 
taagcacccg 
ctttccgttc 
tggtggaggc 
ccaacctact 
gattcaggac 
tcccaccaca 



aaaaagcccc 
caacctatcg 
acacttacag 
tcaaggtcag 
atattcatct 
aagagttact 
atggaccacc 
tggaacattg 
atgctcggat 
agaccagtga 
aaaggatttg 
aaagccccca 



ttgtatttc£ 
cgaccaagga 
tttggtgggc 
taagtatggg 
ggacattttt 
ggggaaacac 
ttcggctcgt 
cgaaggctat 
atgtgatgta 
ccaaaaatct 
gtataacttc 
gaaaagagca 



ggttggtcat 60 
aggccctcgg 120 
agttcctgtc 180 
atgttcactt 240 
tgaatacgtt 300 
tgcacactat 360 
ctttcctcct 420 
ctcaactcct 480 
cgatgtcact 540 
caagaagtac 600 
gtcgttatgg 660 
atag 714 
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